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临床 研究 


生物 节律 基因 NPAS2 人 在 结 让 肠 癌 组 织 中 的 表达 及 意义 
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摘要 :目的 检测 生物 节律 基因 NPAS2 在 结 直肠 癌 组 织 及 相应 癌 劳 组 织 中 的 表达 情况 ;明确 NPAS2 的 表达 与 患者 临床 病理 学 参 
数 之 间 的 相关 性 ,分 析 NPAS2 表 达 与 结 直 肠 癌 患者 5 年 生存 率 之 间 的 相关 性 ,明确 其 在 判断 结 直 肠 癌 患 者 预后 中 的 作用 。 方 
法 采用 RTqPCR 检 测 NPAS2 mRNA 在 40 例 结 直肠 癌 及 癌 旁 新 鲜 组 织 中 的 表达 ;采用 免疫 组 织 化 学 SABC 法 检测 NPAS2 和 蛋白 
在 120 例 肿瘤 及 瘤 旁 石蜡 标本 中 的 表达 ;利用 其 中 78 例 随访 患者 资料 ,K-M 生 存 法 分 析 NPAS2 和 蛋白 表达 水 平 与 患者 生存 率 之 
间 的 相关 性 。 结 果 RTqPCR 结果 提示 , 结 直肠 癌 中 NPAS2 mRNA 表达 显著 低 于 相对 应 的 癌 旁 组 织 (P<0.01) ; 免疫 组 织 化 学 结 
果 提 示 ,NPAS2 和 蛋白 表达 在 结 直肠 癌 组 织 中 的 阳性 率 为 19.2% ,显著 低 于 瘤 旁 中 的 62.5%(P<0.05)。NPAS2 的 低 表 达 与 结 直肠 
癌 的 肿瘤 大 小 、 淋 巴结 转移 及 TNM 分 期 密切 相关 (P<0.05) ,而 与 患者 年 龄 .性别 .分 化 浸润 深度 及 远 处 转移 无 显著 相关 性 (P> 
0.05)。K-M 生 存 分 析 结 果 表 明 ,NPAS2 高 表达 组 患者 5 年 生存 率 显著 高 于 低 表达 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01)。 结 论 
NPAS2 在 结 直 肠 癌 组 织 中 低 表达 , 且 与 肿瘤 部 分 恶性 生物 学 行为 及 患者 5 年 生存 率 密切 相关 ,提示 检测 NPAS2 的 表达 对 预测 结 
直肠 癌 患 者 预后 具有 重要 意义 。 
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Expression of circadian gene NPAS2 in colorectal cancer and its prognostic significance 
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Abstract: Objective To study the expression of NPAS2 in colorectal cancer (CRC) and analyze its relationship with the 
clinicopathological parameters and prognosis of the patients. Methods Real-time q-PCR was used to detect the expression of 
NPAS2 mRNA in 40 fresh CRC tissues and paired adjacent tissues; immunohistochemistry was used to detect the expression of 
NPAS2 protein in 120 paraffin-embedded tumor and adjacent tissues. The relationship between NPAS2 expression level and 
the 5-year survival rate of 78 CRC patients with follow-up data were analyzed with Kaplan-Meier survival analysis. Results 
Compared with the adjacent tissues, fresh CRC tissue expressed significantly lower NPAS2 mRNA levels (P<0.01). Among the 
paraffin-embedded CRC tissues, 19.2% were positive for NPAS2 expression, as compared to a much higher rate of 62.5% in the 
adjacent tissues (P<0.05). The expression of NPAS2 was correlated with the tumor size, lymph node metastasis and TNM 
stages (P<0.05) but not with the patients' gender, age, distant tumor metastasis, differentiation, or invasion. Patients with high 
NPAS2 expression levels had a significantly higher 5-year survival rate than those with low NPAS2 expressions (P=0.0001). 
Conclusion NPAS2 is down-regulated in CRC and closely correlated with the malignant biological behavior of the tumor and 
5-year survival of the patients, suggesting its value in predicting the prognosis of the CRC patients. 
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生物 节律 是 一 种 内 生 的 、 自 我 维持 的 节律 ,运作 周 
期 为 24 h, 以 维持 睡眠 -清醒 周期 行为 代谢、 激素 分 泌 、 
细胞 周期 等 生物 行为 以 适当 的 节奏 在 体内 运转 ”。 大 
量 临床 病例 和 实验 数据 表明 ,哺乳 动物 体内 生物 节律 的 
扰乱 ,生物 节律 关键 基因 表达 异常 可 导致 肿瘤 发 和 后 ”。 
NPAS2(neuronal PAS domain protein 2) 又 名 MOP4, 是 
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调控 生物 基因 节律 的 重要 基因 之 一 ,并 参与 调节 细胞 生 
长 .分 化 等 过 程 5。 研 究 证 实 NPAS2 在 除 测 丸 之 外 的 人 
体 所 有 周围 组 织 中 广泛 表达 ,在 中 枢 神 经 系统 主要 分 布 
于 视神经 交叉 核 中 的 生物 节律 中 心 “。NPAS2 的 表达 
与 多 种 节律 相关 疾病 相关 ,如 高 血压 代谢 综合 征 、 心 脑 
血管 疾病 等 4%。 最 新 研究 表明 NPAS2 在 肿瘤 组 织 中 存 
在 异常 表达 。NPAS2 高 表达 与 乳腺 癌 患 者 预后 相关 ， 
可 促进 患者 5 年 生存 率 ,NPAS2 可 作为 判断 乳腺 癌 患 者 
预后 的 指标 之 一 "; Rana 等 人 发 现 NPAS2 基因 位 点 
rs2305160 单 核 昔 酸 多 态 性 与 人 类 慢性 淋巴 细胞 白血病 


201712.00960v1 


chinaXiv 


http://www.j-smu.com 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


J South Med Univ, 2016, 36(5): 714-718 “715: 


密切 相关 ”。 目 前 国内 外 关于 NPAS2 在 结 直 肠 癌 中 的 
作用 和 意义 研究 较 少 ,本 研究 拟 通 过 研究 生物 节律 基因 
NPAS2 在 结 直 肠 癌 及 癌 旁 组 织 中 的 表达 ,分 析 NPAS2 
表达 对 结 直 上 肠 癌 患 者 生存 率 的 影响 ,探讨 NPAS2 这 一 
生物 节律 基因 在 预测 结 直 肠 癌 患者 预后 中 的 价值 。 


1 材料 和 方法 
1.1 标本 收集 

结 直肠 癌 新 鲜 标本 :收集 广东 省 第 二 人 民 医 院 普 外 
科 2015 年 1 月 ~2015 年 8 月 结 直 肠 癌 术 后 新 鲜 标 本 40 
例 , 及 其 对 应 距 肿 块 6cm 外 切 缘 的 癌 旁 组 织 ( 均 经 病理 
证 实 )。 标 本 置 于 液 氮 中 保存 备用 。 结 直肠 癌 及 癌 旁 
组 织 蜡 块 : 调 取 广 东 省 第 二 人 民 医 院 病 理科 2005 年 2 月 
~2010 年 8 月 结 直肠 癌 及 相应 瘤 旁 组 织 晴 块 120 例 ( 均 
经 病理 证 实 )。 其 中 男性 79 例 ,女性 41 例 ;年 龄 43~79 
岁 ,中 位 年 龄 约 为 57.5 岁 ; 按 分 化 程度 分 级 :高 .中 分 化 
57 例 , 低 分 化 63 例 ;浸润 至 黏膜 及 黏膜 下 层 45 例 ,浸润 
深度 至 肌 层 及 浆 膜 75 例 ;36 例 患者 肿瘤 大 于 5 cm, 84 
例 小 于 或 等 于 5 cm。74 例 淋巴 结 转移 ,23 例 有 远 处 转 
移 ;此 外 TNM I 期 及 I[ 期 68 例 , 耳 期 及 人 V 期 52 例 。 患 
者 术 前 均 未 进行 放 化 疗 。 标 本 均 经 10% 中 性 福 尔 马 林 
固定 和 稼 规 石蜡 包 埋 ,4 hm 厚 连续 切片 , 烤 干 后 备用 。 

随访 资料 收集 :对 以 上 120 例 结 直肠 癌 患 者 进行 电 
话 .邮件 随访 ,截止 到 2015 年 3 月 , 共 收 集 到 78 例 有 效 
随访 病例 , 按 免疫 组 化 染色 强度 和 范围 打分 (方法 如 
下 ) ,以 中 位 数 为 界 , 将 其 分 为 NPAS2 高 表达 组 及 低 表 
达 组 各 39 例 。 所 有 随访 病例 总 体 生存 率 为 58.9%。 
1.2 试剂 和 方法 
1.2.1 试剂 免 抗 人 NPAS2 多 克隆 抗体 购 自 美国 Santa 
cruz 公 司 ; 二 抗 SABC 试 剂 盒 及 DAB 显 色 试 剂 盒 购 自 
北京 中 杉 金 桥 生物 科技 有 限 公 司 。 总 RNA 提取 试剂 
RNAiso plus 及 RTqPCR sybr green I 试剂 盒 购 自 日 本 
TAKARA 公 司 ; 异 两 醇 , 氧 仿 , 无 水 乙醇 购 自 广州 化 学 
试剂 有 限 公 司 。NPAS2 及 GAPDH 引 物 由 Invitrogen 
公司 合成 ;RT-gPCR 使 用 美国 ABI 7500 型 荧光 定量 
qPCR 仪 。 
1.2.2 方法 _ RNA 提取: 从 液 提 鲍 中 取出 组 织 标本 ,低温 
下 碾 碎 ,后 加 入 1 mL RNAiso, 充 分 混 匀 。 每 个 样品 加 
入 200 由 氯仿 ,用 力 震 荡 后 , 静 置 5 min,12 000 r/min 
4 离心 10 min; 吸 取 上 清 至 男 一 EP 管 中 , 并 加 入 等 
体积 异 丙 醇 , 轻 混 后 静 置 15 min;12 000 r/min 4 离心 
10 min, 肉眼 可 见 沉淀 即 为 RNA。1 mL 75% 乙 醇 清洗 
RNA,12 000 r/min 4 C 离心 10 min, 弃 上 清 ,空气 干燥 
RNA, 后 加 20 pL DEPC 水 溶解 后 ,检测 RNA 浓 度 。 

道 转录 :按照 Takara 逆转 录 试 剂 盒 说 明 配 置 逆 转 
录 体 系 , 将 RNA 逆 转 成 cDNA。 


RTqPCR :按照 Takara RTqPCR sybr green I 试剂 
盒 说 明 书 配置 体系 。 引 物 如 下 : forward: ACACCCT 
TICAAGACCTTGCC, reverse: AGGTTCGTCAACT 
ATGCACATTT; GAPDH forward: GGAGCGAGATC 
CCTCCAAAAT, reverse: GGCTGTTGTCATACTTC 
TCATGG。 反 应 程序 设置 为 ,94% 2 min;94 %C 30 s， 
60% 30s, 72 % 30 s, 共 40 个 循环 ;72 % Smin。 每 个 
样品 设置 3 个 复 孔 。 反 应 结束 后 由 软件 计算 得 出 定量 
结果 。 

免疫 组 织 化 学 SABC 法 :石蜡 切片 常规 切片 烤 干 
后 , 脱 蜡 至 水 ,SABC 法 按照 中 杉 金 桥 SABC 试剂 盒 说 
明 书 操作 ;NPAS2 一 抗 浓度 为 :NPAS2:1:200; 以 PBS 
作为 阴性 对 照 。 

1.3 结果 判断 

1.3.1 RTqPCR 结果 判断 读 取 每 个 样品 模板 的 Ct 值 
(每 个 反应 管内 荧光 信和 号 达到 设 定 的 阔 值 所 经 历 的 循环 
数 ), 计 算 人 Ct=Ct( 目 的 基因 ) - Ct( 内 参 基 因 ),A Ct 值 越 
小 ,表示 原始 RNA 样 品 中 目的 基因 mRNA 表达 越 高 ”。 
1.3.2 免疫 组 织 化 学 结果 判断 NPAS2 和 蛋白 在 结 直 上 肠 癌 
及 癌 旁 组 织 中 主要 定位 于 细胞 浆 中 ,以 细胞 浆 中 呈 清 晰 
村 黄色 颗粒 为 阳性 表达 ;采用 半 定 量 积分 法 判断 阳性 结 
果 "" (1) 按 六 色 强 度 评分 :无 阳性 着 色 为 0 分 ,浅黄 色 为 
1 分 , 棕 黄 色 为 2 分 , 棕 褐 色 为 3 分 ;(2) 高 倍 镜 (x400) 下 
随机 对 每 张 切片 取 10 个 视野 ,每 个 视野 计数 100 个 细 
胞 ,计算 阳性 细胞 占 同类 细胞 的 百分数 :无 阳性 细胞 为 
0 分 ,阳性 细胞 数 <25% 为 1 分 ,25%~50% 为 2 分 ,>50% 
为 3 分 。 两 项 评分 相 乘 ,<2 记 为 阴性 ,>2 记 为 阳性 。 

1.4 统计 学 方法 

采用 SPSS 20.0 及 Graphpad prism 6.02 软件 进行 
统计 学 分 析 。 配 对 1 检验 分 析 RT-qPCR 结果 ;免疫 组 织 
化 学 结果 采用 x 分 析 ,Spearman 等 级 相关 性 分 析 指 标 间 
相关 性 ;生存 分 析 采 用 Kaplan-Meier 生 存 分 析 法 ;P=< 
0.05 为 具有 显著 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 RTqPCR 检测 结 直肠 癌 组 织 及 癌 旁 组 织 中 NPAS2 
mRNA 的 表达 
采用 实时 荧光 定量 PCR 检 测 40 例 结 直 肠 癌 及 相应 
癌 劳 组 织 中 NPAS2 mRNA 表达 ,结果 发 现 :40 对 结 直 
肠 癌 组 织 中 ,只 有 4 对 癌 组 织 NPAS2 mRNA 表达 倍数 
高 于 对 应 的 癌 旁 组 织 ( 图 1A,P<0.05), 结 直肠 癌 组 织 
NPAS2 mRNA 表达 人 入 Ct 值 高 于 对 应 的 癌 劳 组 织 (图 
1B,P<0.01) ,这 些 结果 表明 : 结 直肠 癌 组 织 中 NPAS2 
mRNA 表达 显著 低 于 相应 的 癌 旁 组 织 。 
2.2 NPAS2 有 蛋白 在 结 直肠 癌 组 织 及 癌 旁 组 织 中 的 表达 
为 了 进一步 说 明 结 直肠 癌 和 瘤 旁 组 织 NPAS2 和 蛋白 
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Fig.1 Expression of NPAS2 mRNA in fresh colorectal cancer and paired adjacent tissues. A: T/N; B:ACt; *: T/IN>1. 


水 平 的 表达 差异 ,我们 采用 了 免疫 组 织 化 学 SABC 法 分 ，” 色 颗粒 状 (图 2)。NPAS2 在 结 直肠 癌 中 表达 阳性 率 为 


别 检测 三 者 在 120 例 肿瘤 及 癌 旁 组 织 中 的 表达 。 结 果 
显示 :NPAS2 表 达 于 细胞 奖 中 ,阳性 细胞 旦 黄色、 棕 黄 


19.2%(23/120) ,而 对 应 癌 劳 组 织 阳 性 率 为 62.5%(75/ 
120) ,差异 具有 显著 统计 学 意义 (P<0.05)。 


图 2 结 直 肠 癌 及 癌 旁 组 织 中 NPAS2 蛋 白 的 表达 

Fig.2 Expression of NPAS2 in paraffin-embedded CRC and paired adjacent tissues 
(Immunohistochemistry with SABC method). A: Adjacent tissue (Original magnification: x 100); 
B: Adjacent tissue (x400); C: CRC tissue (x100); D: CRC tissue (x400). 


2.3 NPAS2 的 表达 与 结 直肠 癌 临 床 病理 学 参数 的 关系 

根据 免疫 组 织 化 学 结果 及 卡 方 分 析 的 方法 ,分 
析 NPAS2 的 表达 与 结 直 肠 癌 临床 病理 学 参数 的 关 
系 , 结 果 表 明 : 结 直肠 癌 组 织 中 NPAS2 的 表达 与 肿 
瘤 大 小 ,淋巴 结 转移 及 TNM 分 期 密切 相关 (P<0.05， 
表 1) ,提示 NPAS2 可 能 是 结 直 上 肠 癌 恶 性 进程 的 重要 
基因 。 


2.4 NPAS2 的 表达 对 患者 生存 率 的 相关 性 

采用 Kaplan-Meier 生 存 分 析 法 对 NPAS2 的 表达 水 
平 与 结 直肠 癌 患 者 预后 关系 进行 比较 。 结 果 表 明 ,NPAS2 
高 表达 组 患者 5 年 生存 率 显著 高 于 低 表 达 组 ,两 组 差异 
明显 (图 3,P=0.0001);NPAS2 的 表达 与 患者 生存 率 呈 
正 相 关 ,NPAS2 高 表达 组 患者 生存 率 为 82.05%(32/39)， 
显著 高 于 NPAS2 低 表达 组 的 35.89%(14/39)(P<0.01)。 
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图 3 NPAS2 表 达 水 平 与 结 直肠 癌 患 者 生存 曲线 比较 
Fig.3 Survival analysis of colorectal cancer patients with 
different NPAS2 expression levels. 


表 1 NPAS2 表 达 与 结 直 肠 癌 临 床 病 理学 参数 的 相关 性 


3 讨论 

结 直 肠 癌 的 发 生发 展 与 遗传 .环境 及 肠 道 菌 群 等 多 
种 综合 因素 有 关 , 但 具体 的 机 制 仍 有 待 进一步 研究 ”…。 
目前 研究 表明 ,生物 节律 改变 及 生物 节律 相关 基因 功能 
或 表达 异常 是 结 直 肠 癌 发 生发 展 的 重要 原因 之 一 "。 
生物 节律 基因 CRY2 在 化 疗 抵抗 的 结 直 肠 癌 标本 中 高 
表达 ,并 日 与 患者 预后 密切 相关 , 敲 除 CRY2 可 增强 结 
直肠 癌 细 胞 对 奥 沙 利 铂 的 敏感 性 ”。Oshima 等 “研究 
发 现 ,Clock 和 Bmall 在 结 直 肠 癌 组 织 中 高 表达 ,而 
PER1,PER3 低 表达 ,其 中 Bmall 和 PER1 在 结 直肠 癌 中 
的 异常 表达 与 肿瘤 的 肝 转 移 密切 相关 ,可 作为 预测 结 直 
肠 癌 肝 转移 的 指标 。 

NPAS2 是 目前 人 类 发 现 的 最 大 的 生物 节律 基因 ， 
属于 转录 因子 bHLH-PAS 家 族 "。 人 NPAS2 基 因 定 位 


Tab.1 Clinicopathologic characteristics and NPAS2 expression in CRC patients 


NAPS2 
Parameter n pa ya 
Negative Positive 
Gender Male 729 66 13 
1.097 0.295 
Female 41 31 10 
Asge (year) <60 49 38 11 
Us576 0.448 
三 60 71 59 12 
Tumor size <5 cm 36 24 12 
6.662 0.01 
三 3 cm 84 73 Il 
Differentiati High-middl 57 48 9 
ifferentiation igh-middle 0.799 0.371 
Low 63 49 14 
Infiltrating depth To submucous 45 35 10 0.434 0.510 
To serosa 73 62 13 
Lymphatic metastasis Yes 74 66 7 11.487 0.001 
No 46 30 16 
Distant metastasis Yes 23 18 5 
0.527 0.468 
No 97 82 13 
TNM stages I+II 68 49 19 
7.798 0.005 
IIH+IV 52 48 4 


于 人 染色 体 2p11.2-2q13 上 。NPAS2 多肽 链 由 622 个 氮 
基 酸 组 成 ,N 端 存在 一 个 bHLH 和 两 个 PAS 结构 域 , 介 
导 和 蛋白 质 间 相互 作用 ,促进 蛋白 二 聚 体 的 形成 ;C 端 由 
核 受 体 连 接 区 构成 ,调节 NPAS2 与 相关 核 受 体 的 结 
合 %。 研 究 表明 ,NPAS2 不 仅 参 与 调节 生物 节律 ,而 且 
与 肿瘤 的 发 生发 展 密切 相关 "了 了 。Hoffman 等 ”干扰 
NPAS2 表 达 后 ,发现 细胞 周期 及 DNA 损 失修 复 相关 基 
因 表达 受到 抑制 ,并 且 NPAS2 表 达 与 乳腺 癌 、 非 霍 奇 金 
淋巴 瘤 相 关 。NPAS2 基因 中 的 两 个 SNP 位 点 ， 


rs1053096 和 rs2305160 的 多 态 性 与 肝 细 胞 癌 患 者 的 生 
存 率 相关 性 显著 ”。 近 年 来 ,有 研究 报道 NPAS2 在 肿 
瘤 生 长 抑制 等 方面 也 中 发 挥 重 要 作用 ,可 能 是 一 种 新 的 
抑 癌 基因 3。 

NPAS2 在 结 直 上 肠 癌 中 的 作用 和 机 制 研究 较 少 。 
Xue 等 人 干扰 结 直 肠 癌 细胞 系 DLD1 中 NPAS2 的 表达 
后 ,可 显著 促进 细胞 的 增殖 .浸润 及 划 痕 愈合 能 万 ,并 且 
在 结 直 肠 癌 组 织 中 NPAS2 低 表达 ,与 肿瘤 大 小 、 远 处 转 
移 及 TNM 分 期 密切 相关 "。 国 内 外 尚 没 有 NPAS2 表 
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达 与 结 直 上 肠 癌 患 者 生存 率 相关 性 的 分 析 报 道 。 本 实验 
中 ,我 们 采用 RT-qPCR 的 方法 检测 40 对 结 直肠 癌 及 配 
对 癌 旁 组 织 中 NPAS2 mRNA 的 表达 ,发 现 NPAS2 
mRNA 在 结 直 上 肠 癌 组 织 中 表达 显著 低 于 相应 癌 旁 组 
织 ; 免 疫 组 织 化 学 结果 显示 ,在 蛋白 水 平 上 ,NPAS2 在 
肿瘤 中 的 表达 也 低 于 配对 的 瘤 旁 组 织 。 这 些 结果 提示 ， 
结 直 肠 癌 组 织 中 ,NPAS2 存 在 低 表 达 现 象 。 统 计 学 分 析 
表明 , 结 直肠 癌 组 织 中 NPAS2 低 表达 与 肿瘤 大 小 淋巴结 
转移 及 TNM 分 期 密切 相关 ,这 与 文献 报道 基本 吻合 ;此 
外 Kaplan-Meier 生 存 分 析 表 明 ,NPAS2 高 表达 结 直肠 
患者 的 5 年 生存 率 显 车 高 于 低 表达 患者 。 这 些 结果 表明 ， 
结 直肠 癌 中 NPAS2 可 能 起 抑 癌 基因 的 作用 ,并 且 NPAS2 
可 作为 判断 结 直肠 癌 患 者 预后 及 生存 期 的 指标 。 
生物 节律 相关 基因 在 肿瘤 中 的 作用 及 机 制 , 以 生物 
节律 基因 为 靶 点 设计 肿瘤 治疗 方法 ,是 当前 肿瘤 研究 领 
域 的 热点 之 一 ~”。 本 人 研究 通过 实验 表明 NPAS2 在 结 直 
肠 癌 中 的 作用 和 意义 ,为 临床 了 解 生物 节律 与 结 直肠 癌 
相关 性 及 设计 结 直 上 肠 癌 治 疗 方案 提供 有 力 的 理论 参考 。 
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